© BUNDESREPUBLIK © Offenlegungsschrift 

DE 3924454 A 1 



DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



Qj) Aktenzeichen: 
(2> Anmeldetag: 
(43) Offenlegungstag: 



P39 24 454.7 
24. 7.89 
7. 2.91 



(g) Int. CI. 5 : 

H OIL 29/28 

H 01 L 21/70 
H 01 L 21/312 
C 07 H 21/04 
C07K 15/00 
G03F 1/00 



CM 

s 

LU 

Q 



W 

m 

CO 

0 

CD 

r— 

m 

o 



(7]) Anmelder: ^ 

Hollenberg, Cornelis P., Prof. Dr., 4000 Dusseldorf, 
DE; Mauro, Ernesto di, Prof. Dr., Rom/Roma. IT 

(74) Vertreter: 

Grunecker, A., Dipl.-lng.; Kinkeldey, H., Dipl.-lng. 
Dr.-lng.; Stockmair, W., Dipl.-lng. Dr.-lng. Ae.E. Cal 
Tech; Schumann, K., Dipl.-Phys. Dr.rer.nat.; Jakob, 
P., Dipl.-lng.; Bezold, G.. Dipl.-Chem. Dr.rer.nat.; 
Meister, W., Dipl.-lng.; Hilgers, H., Dipl.-lng.; 
Meyer-Plath, H., Dipl.-lng. Dr.-lng.; Ehnold, A., 
Dipl.-lng.; Schuster, T., Dipl.-Phys.; Goldbach, K w 
Dipl.-lng.Dr.-lng.; Aufenanger, M., Dipl.-lng., 
Pat.-Anwalte, 8000 Munchen 



(§) Erfinder: 

gleich Anmelder 



07 

nrr 
n 

I 



00 
r- 

m 

l 



Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Die Anwendung von DNA und DNA-Technologie fur die Konstruktioh von Netzwerken zur Verwendung in der 
Chip-Konstruktion und Chip-Produktion (DNA Chips) 

Die Erfindung bezieht sich auf die Anwendung von poly- 
meren doppel- oder einzelstrangigen Nukleinsauren, urn 
elektronische Netzwerke (DNA-Chips) zu konstruieren und 
zu produzieren. 




BUNDESDRUCKEREI 12. 90 008 066/34 



5/60 



DE 39 24 454 Al 



Beschreibung 



Einleitung 

5 

DNA ist eine polymere Verbindung, die durch yer- 
schiedene physikalische und enzymatische Techniken 
wie Denaturation/Renaturation, enzymatische Synthe- 
se, Modifizierungsreaktionen und Proteinbindung bear- 
beitet werden kann. DNA-Technologie (Maniatis et al to 
1982) ermoglicht die hier beschriebene Konstruktion 
von selbst-assemblierenden Netzwerken auf ultrami- 
kroskopischer oder monomolekularer Ebene. Die Nu- 
kleinsaure-Netzwerke konnen als Masken in photoli- 
thographischen Verfahren eingesetzt werden, die heut- 15 
zutage fur die Konstruktion und Produktion von Com- 
puterchips in Gebrauch sind. Die Netzwerke konnen 
durch die Herstellung eines Abdruckes reproduziert 
werden, um Replikas herzustellen, die aus anderen Ma- 
terialien bestehen, oder sie konnen als Matrize benutzt 20 
werden zur Abtagerung andere Materialien wie n-do- 
ped Gallium Arsenide oder Gallium Arsenide, die die 
Fahigkeit haben, elektrischen Strom zu leiten. Die so 
konstruierten leitfahigen Elemente konnen als Kompo- 
nenten elektronischer Chips genutzt werden. Die selbst- 25 
assemblierenden Eigenschaften der Nukleinsauren kon- 
nen auch verwendet werden, um die fur elektronische 
Chips bendtigten Schaltelemente zu konstruieren. 



I Konstruktion von Nukleinsaure-Netzwerken 

1. Konstruktion von Startpunkt (DWIP) und Endpunkt 
(DWEP) der DN A-Leitung 

a. DNA-Leitungsinitiierungspunkt 

Ein DWIP, DNA wire-initation point wird konstruiert 
mit Hilfe eines DNA-Doppelstranges, der an einem En- 
de stumpf ist und am anderen Ende eine sequenzspezifi- 
sche einzelstrangige Verlangerung hat, so daB nur ein 
Ende das Substrat fur DNA-Verlangerung durch Syn- 
these oder Hybridisierung ist. Der DWIP kann durch 
verschiedene Techniken auf einen festen Trager fixiert 
werden, wie z. B, durch orttich fixiert geladene Molekule 
oder durch Sequenz-spezifische DNA-bindende Prote- 
ine (wie Bakteriophagen-DNA-bindende Proteine, Ade- 
novirus-bindendes Protein, lac-Repressor- oder synthe- 
tische DNA-bildende Proteine) oder durch kovalente 
chemische Bindung. 

Um zwei Wachstumspunkte zu erhalten, hat der 
DWIP zwei sequenzspezifische Einzelstrang-Enden. 

Die DNA in dem DWIP kann aus homopolymeren 
komplementaren Strangen bestehen wie polydD- 
polydG oder polydA-polydT oder aus anderen geeigne- 
ten Sequenzen, die Proteine binden oder bessere Fixie- 
rungseigenschaften haben. 

b. Verlangerung des DWIP 

Der DWIP wird durch DNA-Synthese verlangert 
und/oder durch Hybridisierung eines prasynthetisierten 
oder naturlichen spezifischen DNA-Stranges einer be- 
stimmten Lange. 

c. Konstruktion einer Verbindung zwischen zwei 
fixierten Punkten. DNA-Leitungspunkt 

Der DWEP wird ahnlich konstruiert wie der DWIP. 
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Die beschriebenen Verlangerungsreaktionen des DWIP 
konnen auch fur den DWEP benutzt werden* und damit 
zu einer Verbindung zwischen DWIP und DWEP fuh- 
ren. Die Verbindung kann durch Sequenz-spezifische 
Nukleinsaurehybridisierung hergestellt werden. Die 
Verlangerung eines DWIP kann alternativ so ausgelegt 
werden, daB sie direkt mit dem DWEP durch spezifische 
Hybridisierung eines bestimmten DNA-Strangs ver- 
bundenwird. 

2. Konstruktion von Verzweigungspunkten, Schaltern 
und mehrstrangigen Regionen zur Benutzung in 
DNA-Leitungen 

Die Programmierung der Synthese definierter DNA- 
Sequenzen, die Verbindung derselben durch sequenz- 
spezifische Hybridisierung und die SchlieBung der Ein- 
zelstrangunterbrechungen in den so erhaltenen Doppel- 
strangen bieten die Moglichkeit, ein Netzwerk nach 
Wunsch herzustellen. 

Beispiel: Die folgenden Konstruktion en sind durchge- 
fuhrt worden, 1) eines doppelstrangigen DNA-Mole- 
kiils, das mit einem einzelstrangig herausragenden 
poly-C an einem Strang und einem herausragenden 
polyA an dem anderen Strang endet; 2) eines einzel- 
strangigen DNA-Molekuls, bestehend aus polyG- 
polyT-Segmenten (gleichlang mit den herausragenden 
polyG- und polyA-Strangen der Synthese Nr. 1). Hybri- 
disierung dieser Sequenzen fiihrt zu einem Molekul, das 
aus zwei doppelstrangigen Enden besteht sowie einer 
aus zwei DNA-Doppelstrangen gebildeten Schleife 
(Fig. 1). Die Komplexitat des Musters kann nach 
Wunsch variiert werden. Die sich ergebenden elektri- 
schen Leitungseigenschaften konnen hiermit in vorpro- 
grammierter Weise festgelegt werden. 

3,Definierte DNA-Langeoder Menge 



DNA steht in bestimmten Mengen, GroBen und Zu- 
40 sammensetzungen zur Verfugung, z.B. in Form von 
Plasmiden, viraler Genome oder synthetischer DNA. 
Diese Einheiten konnen fur die Konstruktion von DNA- 
Eiementen, wofur eine definierte Menge an DNA in 
einer definierten Zusammensetzung benotigt wird, be- 
45 nutzt werden. Durch eine an einen spezifischen Punkt 
gebundene Einheit lassen sich durch die darin enthalte- 
ne DNA wunschenswerte Eigenschaften, wie z. B. ein 
Kontaktpunkt, herstellen. 
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4. DNA-Proteinkomplexe 



Spezifische Kombinationen von DNA-Sequenzen 
und DNA-Bindeproteinen konnen zur Konstruktion 
f unktioneller Teile eines Netzwerks verwendet werden. 

55 Z. B. tragt das Pockenvirus-Genom ein Protein, das spe- 
zifisch an das Ende gebunden ist Dieses Protein kann 
benutzt werden, um das terminale DNA-Fragment an 
eine Matrize zu binden. Ferner sind viele spezifisch bin- 
dende Regulatorproteine, wie lac-Repressor, X,-Repres- 

60 sor etc^ bekannt Alternativ konnen Polypeptide synthe- 
tisiert werden, die an bestimmte DNA-Sequenzen bin- 
den. Auch konnen modifizierte Nukleotide, die mit spe- 
zifischen Antikorpern binden, am Ende eines DNA-Mo- 
lekuls eingebaut werden. 

65 Spezifische Polypeptid-DNA-Komplexe konnen be- 
nutzt werden, um DNA-Fragmente z. B. auf eine Matri- 
ze oder an andere DNA-Molekiile zu fixieren. Zusatz- 
lich oder alternativ konnen Antikorper benutzt werden, 
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urn DNA-Pr,oteinkomplexe mit anderen Komponenten 
oder Oberflachen zu verbinden. Auch konnen DNA- 
Proteinkomplexe eingesetzt werden, urn lokal die Ei- 
genschaften der elektrischen Leitfahigkeit zu veran- 
dern. 

5. Anwendung der RNA 

Sequenzspezifische RNA kann in vitro auf program- 
mierten DNA-Matrizen synthetisiert werden. Die Ei- 
genschaften von RNA sind unterschiedlich von jenen 
der DNA. Ferner kann RNA durch intra-Strang-Hybri- 
disierung jede gewunschte Sekundarstruktur anneh- 
men, z. B. haarnadelahnliche Strukturen, und bietet da- 
mit zusatzliche Moglichkeiten, die elektrische Leitfahig- 
keit zu modulieren. Gemischte RNA-DNA-Netzwerke 
konnen auf einfache Weise konstruiert werden durch 
Programmierung der Reihenfoige der Hybridisierungs- 
(oder Synthese-)reaktionen, die fur die Verbindungs- 
konstruktion zwischen DWEP und DWIP verwendet 
wurden. 

6.Beispiele 
BeispielA 

Vereinfachtes Protokoll fur die physische Orientie- 
rung eines DNA-Doppelstranges, der als Matrize, Tra- 
ger oder Maske fur die Konstruktion eines Chips be- 
nutztwird: 

Schritt 1 : Stelie einen DWIP her mit einem Mikromani- 
pulator auf einer hydrophoben Oberflache. Bringe mit 
Hilfe eines Mikromanipulators einen Mikrotropfen ei- 
ner Losung des ^Repressors auf eine hydrophobe 
Oberflache wie Polyethylen und lasse ihn anschlieBend 
eintrocknen. 

Schritt 2: Stelie auf gleiche Weise wie bei Schritt 1 unter 

Benutzung einer E. coli-lac-Repressorl6sung einen 

DWEP 50 u,m vom DWIP entfernt her. 

Schritt 3: Prapariere ein Plasmid-DNA-Molekiil (Ma- 

niatis et al. 1982), das an einer Stelie den lac-Operator 

tragt und in einer Richtung, 165 kb entfernt, den 

Lambda-Operator. 

Dadurch, daB beide Operatoren in jedem gewunschten 
Abstand innerhalb eines Plasmids integriert werden 
konnen, k6nnen DNA-Molekule der erwunschten Lan- 
ge mit endstandigen Operatoren durch Standard-Re- 
kombinant-DNA-Techniken produziert werden. Plas- 
mide geringerer Lange konnen in E coli repliziert wer- 
den. GroBere Plasmide konnen auch als Minichromoso- 
men in der Hefe Saccharomyces cerevisiae vermehrt 
werden. 

Schritt 4: Behandle die hydrophobe Oberflache mit ei- 
ner Losung dieser DNA. Die DNA wird selektiv und 
gerichtet an DWIP und DWEP binden: 

BeispielB 

Fur die Konstruktion kurzerer Verbindungen konnen 
Cosmidvektoren benutzt werden. Die Prozedur in Kur- 
ze: Linealisiere die Cosmidvektor-DNA mit einem ge- 
eigneten Restriktionsenzym. Ligiere mit DNA von etwa 
49 Kilobase (ungefahr 15 u.m), die an einem Ende einen 
lac-Operator und am anderen Ende einen X-Operator 
enthalt Die Konstruktion dieses DNA-Molekuls erfolgt 
durch Standard- Rekombinant-DNA-Techniken (Ma- 
niatis et al. 1982). Inkubiere die ligierte DNA in vitro mit 



einer X-Packaging-Mixtur, transformiere E. coli, selek- 
tiere und amplifiziere die DNA mit den OblichenTechni- 
ken. Benutze diese DNA nach dem in Beispiel A be- 
schriebenen Schema, beginnend mit Schritt 3. Der Ab- 
5 stand zwischen DWIP und DWEP betragt 1 5 um 

Beispiel C 

Fur langere Verbindungen zwischen DWIP und 
io DWEP kann das E. coli-Genom mit spezifisch inserier- 
ter lysogener Phagen-DN A oder konnen durch homolo- 
ge Rekombination im Ghromosom inserierte spezifische 
DNA-Sequenzen benutzt werden. Langere definierte 
DNA-Abschnitte konnen auch in der Hefe Saccharomy- 
15 ces cerevisiae durch die Nutzung von Plasmiden (Sher- 
man et al. 1986) oder artifiziellen Chromosomen kon- 
struiert und produziert werden (Burke et al. 1987). Sol- 
che DNA-Molekule tragen jeweils die X-Operator- und 
die lac-Operator-DNA-Sequenz in jedem erwunschten 
20 Abstand innerhalb der genutzten DNA-Elemente. Die 
DNA-Molekule konnen ein breites Spektrum an Ab- 
standen zwischen DWIP und DWEP uberbrucken, von 
einigen wenigen Nukleotiden bis mehr als 1 mm (die 
Lange des linealisierten E. coli-Chromosoms) oder meh- 
25 rere mm (die Lange von Hefechromosomen). Das einzi- 
ge Limit wird durch die Zerbrechlichkeit der langen 
DNA-Molekule gesetzt Benutze die hergestellteh 
DNA-Molekule wie in Beispiel A, beginnend mit Schritt 
3. 
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40 II Die Umsetzungdes Nukleinsaure- oder 

Nukleinsaure-Proteinnetzwerks in ein 
elektrizitat-Ieitendes Netzwerk 

Die DNA Netzwerke konnen als Matrize oder Ge- 
45 rust benutzt werden, um Replikas zu produzieren, die 
aus anderen Materialien bestehen. Die Replikas konnen 
in Form von MOSFETs ausgelegt werden (metal oxid 
semiconductor field effect transistors, Metalloxydhalb- 
leiterfeldeffekttransistor), MESFETs (metal semicon- 
50 ductor FETs; Metallhalbleiter-FETs) und MODFETs 
(modulation FETs; Modulierungs-FETs) durch Ablage- 
rung verschiedener Materialien in bestimmter Abfolge. 
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A) Anwendung der shadowing-Technik (Schattie- 
rungstechnik) zur Ablagerung des Leiters. Das 
Bauprinzip (siehe Fig. 2) basiert auf der Konstruk- 
tion eines molekularen Nukleihsaure-Protein- 
Netzwerks auf einem Trager A oder einem Sub- 
strat A mit definierten chemischen Eigenschaften, 
die die Durchfuhrung folgender Schritte erlauben: 

1) Beschatte (unter niedrigem Winkel) das 
Netzwerk mit Substanz B unter Benutzung der 
Techniken, die heute fur die Praparierung von 
DNA fur Elektronenmikroskopie eingesetzt 
werden, die zu einem nicht abgedeckten Strei- 
fen entlang der DNA fuhren. 

2) a. Lagere dem Trager eine Schicht der Sub- 
stanz C, z. B. doped Gallium Arsenide, doped 
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Silicium oder einen ahnlichen Leiter, durch 
metalloorganische chemische Verdampfung 
(MOCVD, metallo organic chemical vapour 
deposition) auf. 

b. Lagere Substanz C durch elektrische Abla- 5 
gerung nur auf dem Streifen entlang des Nu- 
kleinsaure-Netzwerks. 

3) Entferne Substanz B und die DNA, so daB 
das Leiternetz frei bleibt 

4) Lagere einen zweiten Leiter D, z. B. Gallium 10 
Arsenide, auf. 

5) Falls erwunscht, entferne Substanz A und 
ersetze sie durch einen anderen Trager, Mate- 
rial E. 

Dieses Verfahren ftthrt zum Austausch des 15 
molekularen Nukleinsaureprotein-Netzwerks 
mit dem Leiter C, eingebettet in Leiter D. 
B) Alternativ kann der Leiter C direkt auf dem 
Nukleinsaure-Netzwerk abgelagert werden. Fahre 
weiter fort mit Schritt 5. 20 

HI Photolithographische Reproduktionsmethode, 
wobei das DNA-Netzwerk als Maske benutzt wird 

In der Standardprozedur der Produktion von mikro- 25 
elektronischen Netzwerken werden die Netzwerke in 
vergroBerter Form angefertigt und dann photografisch 
verkleinert auf da* Chip gebracht. In diesen Standard- 
prozeduren wird ein Netzwerk entworfen und benutzt, 
urn ein Set von Master-Masken in EndgroBe herzustel- 30 
len, die dann auf den Chips reproduziert werden. Die 
DNA-Netzwerke konnen direkt als Master-Maske fQr 
die Produktion der mikroelektronischen Netzwerke 
verwendet werden, wodurch GroBe-reduzierende Zwi- 
schenschritte vermieden werden. Das heiBt, die DNA- 35 
oder die DNA-Protein-Netzwerke konnen direkt beim 
Schritt der photolithographischen Prozedur als Foto- 
masken verwendet werden, wobei die oxidierte Wabe 
(Silicondioxid oder ahnliche Verbindungen), mit eirier 
Schicht Uchtempfindlichen Materials bedeckt, dem UV- 40 
Licht durch die Photomaske ausgesetzt wird (in diesem 
Fall durch die DNA). Auch hier kann das Netzwerk 
durch Ablagerung oder Umwandlung, wie unter II be- 
schrieben, in einem Netzwerk aus einem anderen Mate- 
rial uberfiihrt werden. 45 

Patentanspruche 

1. Die Anwendung von polymeren doppel- oder 
einzelstrangigen Nukleinsaureri, urn elektronische 50 
Netzwerke (DNA-chips) zu konstruieren und zu 
produzieren. 

2. Die Anwendung von DNA- und/oder RNA-Dop- 
pel- oder Einzelstrangen zur Konstruktion und zur 
Produktion elektronischer Netzwerke. 55 

3. Verfahren fur Entwurf, Konstruktion und Pro- 
duktion elektronischer Netzwerke unter Benut- 
zung von doppel- oder einzelstrangiger DNA. dop- 
pel- oder einzelstrangiger RNA und spezifisch 
DSNA-bindender Proteine, jede Substanz einzeln 60 
oder in Combination. 

4. Verfahren, das DNA- und RNA-Synthese und 
Modifizierungsreaktionen fur die Konstruktion 
und Produktion eines Netzwerks benutzt, das (1) 
eine definierte Orientierung (Anfangs- und End- 65 
punkt) hat, (2) spezifische einzelstrangige Regio- 
nen, die durch Position, Lange und Sequenzzusam- 
mensetzung definiert werden, und (3) mehrfach 
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verzweigte Stellen sowie (4) spezifische Verbin- 
dungsstellen. 

5. Verfahren, das die Abfolge von DNA- oder 
RNA-Synthesereaktionen und die Abfolge der Ein- 
bauten von vorsynthetisierten Nukleinsaurekom- 
ponenten zur Konstruktion elektronischer Netz- 
werke benutzt. 

6. Verfahren, das die in den Claims 3—5 beschriebe- 
nen Materialien fur die Konstruktion und Produkti- 
on von Chips fur die Mikroelektronik verwendet. 

7. Verfahren, das DNA und/oder RNA, komplexiert 
mit Liganden wie Metail-Ionen, Interkalatoren 
oder Proteinen, als elektrischen Leiter benutzt. 

8. Verfahren, das vorgefertigte Elemente benutzt 
zur Konstruktion spezifischer Teile des Netzwer- 
kes und zum Einbau in das Netzwerk durch spezifi- 
sche Hybridisierung. 

9. Verfahren, das spezifische Hybridisierung zum 
Einbau von vorgefertigten Netzwerken in definier- 
ten Verbindungspunkten anwendet. 

10. Verfahren, das eines der in den Claims 1—9 
beschriebenen Netzwerke aus DNA, DNA/Prote- 
in, DNA/RNA oder DNA/RN A/Protein zur Kon- 
struktion einer Matrize oder eines Gerusts fur die 
Produktion von Netzwerken benutzt, die aus ande- 
ren Materialien bestehen, vorzugsweise aus Galli- 
um Arsenide oder n-doped Gallium Arsenide. 

11. Verfahren, das eines der in den Claims 1—9 
beschriebenen Netzwerke aus DNA, DNA-Prote- 
in, DNA/RNA oder DNA/RNA/Protein als Maske 
oder fiir die Konstruktion einer Maske zur Produk- 
tion von Computerchips durch photolithographi- 
sche Prozeduren benutzt. 

12. Verfahren, das spezifische Komplexe von DNA 
oder DNA/RNA oder DNA/RNA/Proteinen oder 
DNA/Proteinen oder RNA/Proteinen zur Kon- 
struktion von Netzwerken benutzt, die als Masken 
fur die Produktion von Computerchips durch pho- 
tolithographische Prozeduren gebraucht werden. 

Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 
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